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論文内容要　旨
【背景】
現在の薬物治療では, 2種類以上の薬物を同時に併用する多剤併用療法が多用されている｡この場合,
服用した薬物が薬物代謝酵素の活性を減弱あるいは増強し,他の薬物の薬効を変化させることによって
薬物相互作用が生じる場合がある｡この相互作用は機序的に薬物動態学的相互作用と薬力学的相互作用
の2つに分けられ,前者の報告例が多い｡薬物動態学的相互作用では,薬物代謝酵素の阻害や誘導によ
り薬物動態(血中濃度)が大きく変化し,予期せぬ有害事象が生じたり,期待される薬効が得られない
場合がある｡特に抗癌薬では,治療域が狭く,また薬効用量と毒性用量との帝離も小さいため,この様
な薬物動態の変化は重篤な有害事象を招く場合がある｡ TSU-16 ( (Z)-3-[(2,4-dimethylpyrroll5-yl) me-
thylidenylト2-indolinone)は現在開発中の新規血管新生阻害薬である｡血管新生に関わる増殖因子は致
多く知られているが,中でもVEGF (vascularendothelialgrowth factor ;血管内皮増殖因子)は,ほとん
どの癌でその産生が克進しており,腫癌から産生されたvEGFは血管内皮細胞に発現する特異的レセプ
ターであるVEGFレセプター(VEGFR)に結合する｡その後vEGFRは細胞内ドメインのチロシンキナ-
ゼによる自己リン酸化を経て,増殖などのシグナルを伝達する｡ VEGFRにはVEGFR-1 (Flt-1), VEG-
FR-2 (KDR/Flk-1)およびvEGFR-3 (Fit-4)があるが,特にVEGFR12は血管内皮細胞に特異的に発現
し,血管内皮細胞の増殖に必須な最も重要なレセプターと考えられている0 TSU-16はこのVEGFR-2の
チロシンキナ-ゼを特異的に阻害することで抗腫癌作用を示す低分子化合物である｡ TSU-16について
は既にいくつかの臨床薬物動態試験が実施されており, 1週間に1回～2回の静脈内あるいは経口反復
投与において,血衆中濃度が次第に低下することが報告されている｡本研究ではこのTSU-16の反復投
与に伴う血衆中濃度低下に関する分子メカニズムを解明することを目的として研究を行った｡
【結果･考察】
1.ヒト肝細胞を用いた辞意誘導および酵素阻害に関する検討
はじめに,凍結ヒト肝細胞にTSU-16を曝露させた場合のCYPmRNAレベルおよびcYp酵素活
性の変動を解析した｡ TSU-16 (1または10pM)をヒト肝細胞に48時間曝露するとCYPIAlおよび
CYPIA2のmRNAは有意に増加したが, CYP2B6およびcYp3A4 mRNAレベルには変化は認められな
かった｡ cYpIAlおよびcYpIA2の発現は主にarylhydrocarbonreceptor (AhR)により調節されており,
一方cYp2B6およびcYp3A4の発現調節には主にconstitutive an血ostane receptor (CAR)およびpregnane
X receptor (PXR)が関与している｡したがって, TSU-16によるこのCYPIAlおよびcYpIA2 mRNAレ
ベルの増加作用には, AhRが関わっていると考えられた｡次に,ヒト肝細胞におけるTSU-16 (1また
は1叫M)曝露に伴うCYPIAlおよびCYPIA2 mRNAレベルあるいはCYPIA活性の経時的変動を調べ
た｡比較対照薬にはCYPIAの典型的誘導物質であり,血R活性化物質の3-methylcholanthrene (3MC)
およびomeprazole (OMP)を用いた｡その結果,用いた3ロットのヒト肝細胞全てにおいてTSU-16を6
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～72時間曝露した場合, cYpIAlおよびCYPIA2 mRNAレベルは有意に増加し,その経時変化は3MC
やoMPの場合と類似していた｡また, TSU-16による各時点での両mRNAレベルの増加率は, OMPよ
りも強く, 3MCよりもやや弱い傾向を示した｡一方, cYpIA酵素活性の変化に関してはTSU-16の濃
度により異なる結果が得られたoすなわち,低濃度(1pM)ではCYPIA活性はmRNAレベルと同様
に3MCおよびOMPと似た経時変化を示したのに対し,高濃度(10pM)においては短時間(6-24時
間)の曝露ではCYPIA活性の有意な増加は認められなかった｡このときのCYPIAlおよびCYPIA2の
タンパク質レベルをイムノブロッテイングにて調べたところ, TSU-16は濃度依存的にCYPIAlおよび
cYpIA2レベルを増加させることが示された｡ TSU-16はCYPIA2の基質であることが知られており,
また本研究においてTSU-16はCYPIA酵素活性に対して強い阻害効果を示すことがヒト肝ミクロソ-
ムを用いた解析により示された｡したがって,高濃度のTSU-16は細胞内でCYPIA活性を阻害したた
めに, mRNAやタンパク質レベルと酵素活性の変動が一致しなかった可能性が考えられた｡以上の結果
より, TSU-16はヒト肝細胞においてCYPIAの酵素誘導作用と阻害作用を同時に示す薬物であると考え
られた｡
このTSU-16による酵素誘導の分子メカニズムに関してさらに解析を進めるために,ヒトCYPIAl
遺伝子の5'上流域を組み込んだレポータープラスミドを作製し,ヒト肝癌由来HepG2細胞あるいは
HuH-7細胞に一過性に発現させた後, TSU-16および種々のCYPIA誘導物質を用いてCYPIAlの転写
活性化能を比較検討した｡その結果, TSU-16は典型的cYpIA誘導物質である3MCと同程度の強さ
でCYPIAl遺伝子の転写を活性化することが示された0　本検討で使用したレポータープラスミドには
cYpIAlおよびCYPIA2遺伝子の転写活性化に共通して重要であると報告されているCYPIAl遺伝子の
-464から-1829の領域が含まれており, TSU-16はcYpIAl遺伝子だけでなくCYPIA2遺伝子の転写活
性化作用を有すると考えられた｡
2.TSU-16のCYPIA誘導作用におけるAhRの役割に関する検討
TSU-16のCYPIA誘導作用は, AhRを介した転写冗進作用によると考えられた｡ cYpIAの誘導物質
には3MCのようにリガンドとしてAhRに直接結合して作用する物質とoMPのようにAhRとは直接結
合せず,間接的にAhRを活性化する薬物がある｡したがって, TSU-16のAhR結合能に関する情報は,
TSU-16のCYPIA誘導機構を理解する上で有用であると考えられた｡本研究では,まずTSU-16による
cYpIA誘導におけるAhRの関与を明確にするために,合成ヒトAhRsiRNAを用いてAhRの発現抑制
がTSU-16のCYPIA誘導作用に与える影響を解析した｡ HepG2細胞および凍結ヒト肝細胞にAhRsiR-
NAを導入し,導入24時間後にTSU-16あるいはCYPIA誘導物質を培地に添加して24時間曝露させ
た｡この時のCYPIAlおよびCYPIA2mRNAレベルならびにCYPIA活性を測定したところ,いずれの
細胞においてもAhR siRNA導入群ではTSU-16処理後のCYPIAlおよびCYPIA2 mRNAレベルならび
にCYPIA活性は, control siRNA導入群に比べて低値を示した｡また,他のCYPIA誘導物質でも同様の
結果が得られた｡したがって, TSU-16によるCYPIA誘導にはAhRが関与していると考えられた｡吹
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に放射性標識した[3H]-3MCを用い, TSU-16のAhRに対する結合能を解析したoまず･ [3H]-3MCと
マウス肝癌由来Hepalclc7細胞およびラット肝臓から調製したサイトゾルを,非標識のTSUl16･ 3MC
またはOMPの存在下あるいは非存在下で反応させた｡次にこの試料をショ糖密度勾配遠心法にて分画
した後,各画分の放射活性を測定することでTSU-16のAhR結合能を評価したoその結果, Hepalclc7
細胞およびラット肝のサイトゾルにおいて,非標識のTSU-16は[3H]-3MCの細胞質AhR-の特異的
結合を完全に阻害した｡また,陽性対照の非標識3MCは[3日ト3MCのAhR-の結合を完全に阻害した
のに対し,陰性対照のOMPはその結合を全く阻害しなかった｡以上の結果よりI TSU-16は典型的な
仙Rリガンドである3MCに匹敵する強さを有する血Rリガンドとして作用し,ヒトCYPIAlおよび
cYpIA2遺伝子を転写活性化することが示唆された｡
【結語】
TSU-16はCYPIA2により代謝されることが報告されていることから,ヒトで報告された反復投与後
の血紫中濃度の低下は, TSU-16が自己の代謝酵素であるCYPIA2を, AhRを介して転写レベルで誘導
することが原因となっていると考えられた｡
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審査結果の要旨
TSU-16 ( (Z)-3-[ (2,4-dimethylpyrro1-5-yl) me叫lidenylト2-indolinone)は新規血管新生阻害薬であ
り, vascular endothelial growth factor receptor2のチロシンキナ-ゼを特異的に阻害することで抗腫癌作
用を示す. TSU-16の臨床薬物動態試験の結果,静脈内あるいは経口反復投与では血梁中濃度が次第に
低下することが明らかになり, TSU-16の薬物動態学的な問題が指摘されている｡そこで本研究では,
このTSU-16の反復投与に伴う血衆中濃度低下に関する分子メカニズムの解明を行なったoその結果,
1) TSU-16は培養ヒト肝細胞においてCYPIAlおよびCYPIA2のmRNAおよびタンパク質レベル,な
らびにCYPIA酵素活性を増加させること, 2) TSU-16はヒトCYPIAl遺伝子のプロモーターを含むレ
ポーター遺伝子を転写活性化すること, 3)これらの作用の強さは典型的なcYpIA誘導物質でありaryl
hydrocarbon receptor (AhR)アゴニストの3-methylcholanthrene (3MC)と同程度であること, 4) Ah氏
のsiRNAの導入より,培養ヒト肝細胞におけるTSU-16によるCYPIAlおよびcYpIA2のmRNAレベ
ルの増加作用が減弱すること, 5) TSU-16はマウス肝癌由来Hepalclc7細胞あるいはラット肝臓から調
製したサイトゾルにおいて3MCのAhR-の結合を阻害すること,を明らかにした｡以上の結果より,
TSU-16は典型的なAhRリガンドである3MCに匹敵する強さを有するAhRリガンドとして作用し,ヒ
トCYPIAlおよびCYPIA2遺伝子を転写活性化することで,両酵素を誘導することを示した｡ TSU-16
はヒトにおいてCYPIA2により代謝されることが報告されていることから,ヒトで報告された反復投与
後の血梁中濃度の低下は, TSU-16が自己の代謝酵素であるCYPIA2を, AhRを介して転写レベルで誘
導することが原因となっていること示唆した｡よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と
認める｡
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